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Dyrkning af mikroorganismer, eksempelvis mzlkesyrebak-
terier, i et i forvejen podet xulturnedium, eksempel-

vis baseret p4 lactose og gerekstrakt, gennemfoeres

ved, at man satter nzringssubstratet og et neutralise-
rende middel til fermenteringsbeholderen i afpassede
mengder, idet man efter en begyndelsesfase med hoj vekst-
rate gennem en ultrafiltreringsbehandling af kulturme-
diet opretholder en fastlagt koncentration i kulturme-
diet af det ved fermenteringen dannede inhiberende middel,
eksempelvis melkesyre, of kulturmediets rumfang holdes pd
et konstant niveau, som er mindre end maksimalniveauet,
der nAs ved afslutningen af begyndelsesfasen, og sterre
end begyndelsesniveauet.

Der opnis hsje udbytter udtrykt som bakterieriemasse af
fermenteringsbeholderens rumfang.
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Den foreliggende opfindelse angadr en fremgangsmade til

dyrkning‘af mikroorganismer i et podet kulturmedium.

Dyrkningen af mikroorganismer kan gennemfgres i et kul-
turmedium, som indeholder naringssubstrater fortyndet med
vand. Dette kulturmedium podes fogrst med mikroorganismer,
der saledes udvikler sig i et omtrent lukket milje, bort-
set fra tilf¢rslen af et neutraliseringsmiddel (en sa-
kaldt "batch"-kultur). Anvendt i industriel malestok ud-
viser denne type fermentering den fordel, at den er
enkel, men den har en lav effektivitet, fordi der fore-
kommer begraznsende faktorer, dels 1 selve nazringssubstra-
tet, delg som de inhiberende stoffer, der produceres af
mikroorganismerne, og hvis stadig hg¢jere koncentration
under fermenteringen har den virkning at mikroorganismer-

nes vakst reduceres.

Man har for at afhjalpe denne ulempe foreslaet at sikre
en kontinuert fermentering, dvs. at tilvejebringe pa én
gang at sikre en afmalt fjernelse af kulturmediet samti-
dig med en ligeledes afmalt tilfgrsel af neringssubstrat,
af neutraliseringsmiddel og af vand. Denne driftsmetode
tillader at forbedre, for en fermenteringsbeholder med en
given rumfangskapacitet, produktionen fra mikroorganis-
mer; men dette sker pd bekostning af en formindsket kon-
centration af mikroorganismerne i den ekstrakt, som man
gennemfgrer pa kulturmediet, med deraf fgplgende forholds-
vis ringe udbytte af mikroorganismer i forhold til nea-

ringssubstrat.

En anden. arbejdsmetode bestar i, at man overforer det
samme kulturmedium til en fermenteringsbeholder- af en
klart steorre sto¢rrelse end det oprindelige rumfang af
kulturmediet, og at man pd Kontinuert made tilsatter det
med vand fortyndede naringssubstrat og neutraliserings-
midlet. Denne type fermentering (kaldet "feed batch"),

som tillader formindskelse af den ugunstige virkning af

B1
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inhibitorerne ved at holde koncentrationen deraf pa et
begranset niveau, udviser imidlertid den vasentlige ulem-
pe, at den absolut ngdvendigge¢r en fermenteringsbeholder
af serdeles overdimensioneret kapacitet, sdledes at denne

l¢sning kun sjzldent er blevet anvendt i industrien.

Man har ligeledes foresléet at anvende dialysemembraner,
som under visse betingelser tillader at fjerne de dannede
inhiberende midler og sdledes at forgge slutkoncentratio-
nerne af mikroorganismer i kulturmediet; men denne lgs-
ning er 4ikke blevet anvendt af industrien, eftersom s&-
danne membraner er alt for skrgbelige, savel mekanisk,
termisk som kemisk, fordi driftskontrollen deraf er van-
skelig og kompleks, deres anvendelse ved varierende volu-
men er lidet ¢nskvardigt, og vegtudbyttet af fremstillede
mikroorganismer i forhold til det til kulturmediet til-

forte substrat stadig er beskedent.

Ultrafiltrerings-membranteknikken f.eks. beskrevet af
M.C. Porter og A.S. Michaels i Chemtech, januar 1972 pp.
56 tillod et fremskridt inden for fermentering af biolo-
giske produkter gennem den tvungne passage af en recirku-
leret marfigde af det pagaldende kulturmedium i en ultra-
filtreringscelle, hvis karakteristika man kunne valge pa
en sadan mdde, at man sikrede ekstraktionen af det eller
de tilstedevarende inhiberende midler, som sd&ledes blev
fjernet fra kulturmediet sammen med, hvilket er uundgie-
ligt, en del af naringssubstratet, mens mikroorganismerne
forblev i den til Kkulturmediet tilbagef¢rte mangde. Man
opndede saledes at forgge slutkoncentrationen af mikroor-
ganismer i Kkulturmediet af st¢rrelsesordenen to til tre
gange i forhold til den omtalte "batch"-fremgangsmade.
Man konstaterede imidlertid ved denne sidst omtalte frem-
gangsmdde, trods dens bemzrkelsesvardige kvaliteter, en
klar reduktion af mikroorganismernes vakstgrad efter en

h¢j begyndelsesudvikling.
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Formalet med den foreliggende opfindelse har veret at
finde driftsbetingelser, som tillader om muligt yderlige-
re at f6r¢ge, under anvendelse af en fremgangsmade af
denne type, slutkoncentrationen af mikroorganismer under
bibeholdelse af et acceptabelt vagtudbytte i forhold til

forbruget af naringssubstrater.

Det har nu overraskende vist sig, at man ved den forelig-
gende fremgangsmade ifgplge opfindelsen i forhold til de
hidtil kendte metoder, kan opna maximale koncentrationer
af mikroorganismer (f.eks. bakterier eller ger), dvs. en
maximal produktivitet samtidig med et minimalt forbrug af
substrat, hvilket er af afggrende betydning for biologis-
ke produkter, hvor udgiften til forgaringssubstrat eller
neringsstoffer afheangig af det enkelte tilfzlde Kkan
udggre 20 til 60 % af fabrikationsprisen.

Dette resultat er sdledes opnadet ved en fremgangsmade af
den i krav 1's indledning beskrevne type, Og idet frem-
gangsmadden er ejendommelig ved det i krav 1's kendeteg-

nende del anf¢rte.

Hver af de i krav 1 omtalte betingelser bidrager til det
forventede resultat: reguleringen til en fuldstendig kon-
stant verdi af pH ved hjalp af et neutraliseringsmiddel
har den virkning, at den tillader meget npjagtig tilfer-
sel af substrat og af vand. Eftersom man anvender en me-
get pracis opretholdelse af pH, kan man ganske simpelt
styre fermenteringen ud fra kendskabet til koncentratio-
nen af det inhiberende middel, og fordi der eksisterer en
korrelation mellem denne koncentration af det inhiberende
middel og vakstraten, kan man sdledes meget let med dette
hjelpemiddel efter en indledningsfase andre tllf¢rsels—
betingelserne for vand og eventuelt for substrat for at
sikre en vakstrate som er noget mere moderat, og som man
vil kunne opretholde under hele fermenteringsprocessen,

mens den ultrafiltreringskapacitet, der skal anvendes for
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at opretholde et konstant rumfang, i sig selv er starkt
afhengig af den opretholdte vakstrate. Det er sdledes, at
en meget h¢j vakstrate svarer til en meget lav
koncentration af det inhiberende middel, og derfor til en
meget stor ultrafiltreringskapacitet. Det er en af forde-
lene ved fremgangsmade ifglge opfindelsen, at vakstraten
for den anden udviklingsfase skal vere i omradet 0,10 til
0,50, og som fordelagtigt er pa mellem 0,15 og 0,45, end-
nu mere fordelagtigt mellem 0,20 og 0,40. Man har endog
kunnet fastsld for visse anvendelsesformer, at den opti-
male verdi for den mere moderate vaekstrate befinder sig
mellem 0:30 og 0,35. Som det er blevet praciseret, findes
sdledes for hver fastholdt vakstrate og for hver dyrket
mikroorganisme en tilsvarende maximal, kritisk verdi for
koncentrationen af det inhiberende middel, og det er praz-
cist, nadr denne maximale, kritiske verdi er blevet opna-
et, at man gadr over til at gennemfgre den efterfplgende

fase med en udvikling med mere moderat vakstrate.

Ifplge en vigtig detalje ved ud¢velsen af fremgangsméden
ifgplge opfindelsen, holder man tilf¢grselsmengderne for
substrater og for vand i konstante forhold til tilf¢r-
selsmang@en for neutraliseringsmiddel, under hele begyn-
delsesudviklingsfasen med hg¢j vakstrate, og i andre ind-
byrdes forhold under hele den efterfglgende udviklings-
fase med mere moderat vakstrate, hvor den relative til-
forselsmengde af vand for¢gges desto mere, jo lavere man

har valgt den maximalt tilladelige koncentration af det

~inhiberende middel. Denne driftsmetode, som bestdr i at

gennemfgpre en konstant drift og optimere tilfgrselsmang-
derne medfgrer en minimal udgift til n@ringssubstrat og
en sd perfekt tilpasning som muligt af mikroorganismernes
neringsbehov til den vakst, som man beslutter at tildele
dem. Sk¢nt tilpasningen af begyndelsesfasen til den ef-
terfgplgende fase kan synes at vare af beskeden betydning,
ville man ikke kunne opna succes med hensyn til Vagtud—

byttet af mikroorganismer i forhold til substrat uden sa-

B1
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dan tillempning.

Opfindelsen angar blandt andre muligheder dyrkning af
malkesyrebakterier, hvor man tilfgrer et Kkulturmedium,
der forinden er blevet podet, naringssubstrat, som mest
fordelagtig indeholder lactose og gerekstrakt, samt ammo-
niak (eller natriumhydroxid), der udger neutraliserings-
midlet, idet det hele er fortyndet med vand, og hvor man

pa kulturmediet gennemfgrer en behandling til delvis .

fjernelse af ammoniumlactat (eller natriumlactat), hvil-
ket udgves i det mindste under en del af udviklingsfasen
for malkesyrebakterierne, og som er af den type, ved
hvilken man sikrer en vakstrate for bakterierne i kultur-
mediet, som udviser en h¢j vardi i en forste begyndelses-
udviklingsfase, og i en efterfplgende fase en mere mode-
rat, konstant verdi. Ved denne udforelsesform fastlagges
ifgplge opfindelsen f¢lgende kombination af driftsbetin-

gelser:

a) man regulerer under hele dyrkningsfasen tilf¢rslen af
ammoniak -(eller natriumhydroxid) til opretholdelse af pH
i kulturmediet pd en absolut konstant verdi, der befinder

sig mellem 6 og 7;

b) man regulerer tilfgrslen af substrat og af vand i for-
hold til den ifplge punkt a) regulerede tilfprsel af am-
moniak (eller natriumhydroxid) ved hjalp af bestemmelsen
af koncentrationen af ammoniumlactatet (eller natriumlac-
tat), som stammer fra indvirkningen af ammoniak (eller
natriumhydroxid) p& den malkesyre, som er dannet under

nedbrydningen af lactosen;

c) pabegyndelsen af den mere moderate vakstfase bestemmes
gennem opndelsen af en kritisk koncentration i Kkulturme-
diet af ammoniumlactat (eller natriumlactat), idet den
kritiske koncentration af ammoniumlactat befinder sig

mellem 19 g/1 for en vakstrate pd 0,50 og 54 g/1 for en

B1
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vakstrate pa 0,10;

d) i det mindste den essentielle fase af ultrafiltre-
ringsbehandlingen styres positivt under opretholdelse af

et konstant rumfang af kulturmediet.

Som man ser, drejer det sig her om en tilpasning af den
ovenfor beskrevne fremgangsmade til en dyrkning under de
serlige betingelser, der udelukkende er rettet mod malke-
syrebakterier. Som tidligere er det helt afg¢rende den
forud fastlagte vakstrate i den anden udviklingsfase (som
tillader opndelse af en fuldstendig fermentering inden
for en fastlagt tidstermin). Til denne vakstrate svarer
en maximgl, kritisk koncentration af ammoniumlactat (el-
ler natriumlactat), som for ¢vrigt er forskellig fra den
ene bakterie til den anden. Man har sdledes ved afprov-
ninger pad et meget stort antal stammer kunnet fastsla, at
de kritiske ammoniumlactat-koncentrationer befinder sig
mellem ca. 19 g/1 (vakstrate 0,50) og ca. 54 g/1 (vakst-
rate 0,1Q), mere alment imellem 25 g/1 og 35 g/l. Et ngd-
vendigt forarbejde ved fremgangsmaden ifglge opfihdelsen
er saledes den forudgdende fastlaggelse af den kritiske
koncentration af det inhiberende middel, som er knyttet
til den valgte vekstrate.

Opfindelsens karakteristika og fordele vil i ¢vrigt frem-
ga af den efterfgplgende beskrivelse, som henviser til de

vedfpjede tegninger, hvori:

fig. 1 er en skematisk afbildning af et apparat til dyrk-
ning af malkesyrebakterier ved fremgangsmade ifgplge op-
findelsen,

fig. 2-5 er diagrammer til fastlaggelse af vakstraten.

Idet der henvises til fig. 1, tilfe¢rer man til en fermen-

teringsbeholder 1, der er udstyret med et omr¢gringsorgan
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2, i dens ¢vre ende 3 pa den ene side et naringssubstrat
(lactose og ger) stammende fra et reservoir 4 ved hjalp
af en rorforing 5 forsynet med en pumpe 6 samt en volu-
menmdler 7, og p& den anden side ammoniak til neutralisa-
tion igennem et r¢r 8 forsynet med en pumpe 9 og en volu-
menmaler 10, og endelig sterilt vand gennem en ledning 11
forsynet med en pumpe 12 og en volumenmaler 13. Fermente-
ringsbehélderen er ligeledes udstyret med et ro¢r til ud-
tpmning 20, som inkorporerer en pumpe 21, og som ender i
en ultrafiltreringscelle 22 med en membran 23. Udgangen,
der befinder sig p& siden oven for membranen 23 i str¢m-
ningsretningen fra ultrafiltreringscellen 22 er forbundet
med fermenteringsbeholderen 1 gennem en ledning 24, som
inkorporerer en varmeveksler 25. Et apparat 30 til maling
af pH har en fg¢ler 31, som er anbragt i den nedre del af
fermenteringsbeholderen 1, og som afgiver et signal ved
maling af pH til en regulator 32. Regulatoren 32 sikrer
ud fra denne information i hovedsagen gennem en kommando-
vej 34 den passende regulering af volumenet af ammoniak-
vandspumpen 9 eller af dennes funktionstid, saledes at
man holder pH pa en konstant og forud fastlagt verdi, som
kan justeres afhengig af bakteriearten under dyrkningens
forlgb. Regulatoren 32 indvirker ligeledes gennem en kom-
mandovej 35 pa& volumenet eller funktionstiden af sub-
stratpumpen 6, samt gennem en kommandovej 36 pa volumenet

eller funktionstiden af pumpen 12 for vand til fortyn-

ding.

Ultrafiltreringscellen 22 udviser sedvanligvis en afgang
p& filtratsiden £forbundet til udlegbet ved hjelp af en
ledning 40, som inkorporerer en reguleringsventil 41, der
i sig selv er styret gennem en kommandovej .42 af fegula—
toren 32, som til dette formal modtager informationer
igennem en mdleledning 43 fra indikatorerne for den mini-
male 44, middel 45 og maximale 46 niveauhgjde. Indikato-
ren for middelniveauet 45, bestar faktisk af to adskilte
folere 45a og 45b, saledes at man kan sikre opretholdel-
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sen af et konstant hgjdeniveau, som det vil blive beskre-

vet nermere i det efterfglgende:
Det ovenfor beskrevne apparats funktion er som fglger:

Ved pébegyndelsen af en dyrkning af mikroorganismer sat-
tes til fermenteringsbeholderen 1 et rumfang substrat sa-
ledes, at det omtrent nadr niveauet for hg¢jdemdleren 45.
Man poder dette kulturmedium med en malkesyrebakterie og
sikrer sig ved passende midler en temperatur i ste¢rrel-
sesordenen 30 °C for kulturmediet, samtidig med at man
opretholder en atmosfazre dakkende kulturmediet med nitro-
gen med trykket 0,5 bar, hvorpa man starter omrgringsan-
ordhingen 2. Neringssubstratet, som befinder sig i reser-
voiret 4, og som i hovedsagen indeholder lactose med en
koncentration Lo og ger med en koncentration Eo, fremfg-
res ved hjalp af pumpen 6 gennem r¢rfgringen 5 med en
hastighed D1 (samlet mangde Tl), mens ammoniakvand med en
koncentration No fremf¢res gennem rgrforingen 8 med en
hastighed D2 (total mangde TZ)’ mens sterilt vand fremfe-
res igennem r¢rfgringen 11 med en hastighed D3 (samlet

mengde T3).

Under demne f¢rste fase har man pa den ene side valgt
koncentrationen af substratet 1 fermenteringsbehélderen
pa en forholdsvis h¢j verdi (lactose 45 g/l, garekstrakt
15 g/1), og under en begyndelses f¢rste fase af udviklin-
gen holdes koncentrationerne af lactose L1, gar El1 og am-
moniak N1, som ndr frem til enden af re¢rferingen 3 ind i
fermenteringsbeholderen 1, f.eks. pa 40 g/l for L1, 13,3
g/l for El1 og 12 N for N1. Man vil bemarke, at disse kon-
centrationer let lader sig bestemme ud fra kontrolpanelet
50, som modtager registreringerne fra maleanordningerne
7, 10 og 13.

Under hele denne driftsfase er det vigtigt til opnaelse

af en god afvikling af fremgangsmaden regelmessigt at
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kontrollere vakstraten, som bgr vare sa hgj som mulig.

Denne vazkstrate i den eksponentielle fase, hvori man be-
finder sig under hele varigheden af fremgangsmaden til
dyrkningen, er udtrykt ved den biologiske masses konstan-
te logaritmiske tilvaekst under udviklingen i afhangighed
af tiden ifglge den kendte formel X = XO et (hvori u be-
tyder vakstraten) og man paviser i ¢vrigt, nar det drejer
sig om det valgte eksempel, at det ammoniumlactat, der
dannes véd foreningen mellem m&lkesyre (stammende fra
forbruget af lactose) og det tilfgrte ammoniak, er knyt-

tet til vekstraten gennem forholdet:

Lgn daL
— = u . t konst.)
dt
og man bemarker, at eftersom koncentrationsbestemmelsen
med hensyn til ammoniumlactat er direkte proportional med
tilforslen af ammoniak (for et kulturmedium med konstant
pH-vardi) er det tilstrakkeligt at notere sig variationen
i tilferselsmengden af ammoniak for at bestemme vekstra-

ten som en funktion af tiden:

w = Lg 4L /t.

dat

Det errséledes klart, at man til ethvert tidspunkt kan
fplge og, ved hjelp af en grafisk afbildning af

Lgn dL
— = u t + konst.,
dt
den eventuelle variation i vakstraten, som er afbildet

ved den gsadledes optegnede kurves haldning, samt at man
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ved passende korrektioner omvendt kan opretholde denne
vekstrate konstant pd en forud fastlagt verdi ved korri-
gerende regulering af tilf¢grslerne af substrat og af vaﬁd
i forhold til tilfg¢rslen af neutraliseringsmiddel.

Under hele denne f¢rste behandlingsfase er pumpen 21 i
ultrafiltreringskredslgbet ude af funktion, og kulturme-
diets hg¢jde haves progressivt fra det niveau, som er in-
dikeret ved hjalp. af indikatoren 45 op til det niveau,
som er indikeret ved hj®lp af indikatoren 46 (maximalt
rumfang). Det er fgrst nadr dette niveau 46 er blevet op-
ndet, at regulatoren 32 via kommandovejen 42 iverksatter
den regulerede a&bning af ventilen 41, hvilket muligge¢r at
ultrafiltratet fjernes og ultrafilteringen i praksis

pabegyndes.

De inhiberende midler, sd&som ammoniumlactat, fjernes s&-
ledes pa kendt madde hen over ultrafiltreringsmembranen
23, mens ‘omvendt malkesyrebakterierne tilbagef¢gres gennem
rorfgringen 24 til fermenteringsbeholderen 1. Kulturme-
diets h¢jdeniveau reduceres hurtigt, indtil det nar det
mellemliggende niveau, som er kontrolleret af indikatoren
45, og nar f¢rst dette niveau er blevet opndet, program-
meres regulatoren 32 sdledes, at ventilen 41 lukkes no-
get, sdledes at man sikrer et nasten konstant niveau ved
hjzlp af de to niveaufglere i mellemh¢jden, som er place-

ret i ringe afstand fra hinanden 45a og 45b.

Man har under hele denne periode sikret sig en kontrol af
operationerne isar af vakstraten, som, sdledes som man
har set'Het, bestemmes ved den logaritmiske @&ndring i
forhold til tiden af ammoniumlactatkoncentrationen i fer-
menteringsbeholderen. Nar man f¢rst har ndet en maximal
koncentration af lactat, som er blevet fastlagt fra be-
gyndelsen, som svarer til bakteriedyrkningen ved en fast-
lagt vakstrate, griber man ind saledes, at denne ammoni-

umlactatkoncentration holdes konstant, hvilket har den
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virkning, at man holder vakstraten for bakterierne kon-
stant. Til opnaelse heraf forgger man, sdsnart denne ma-
ximale vaerdi for koncentrationen af ammoniumlactat er
blevet opndet, i nogen udstrakning tilstrgmningsmengden
af vand,'som tilledes gennem pumpen 12, sdledes at man i
fermenteringsbeholderen indfgrer ammoniakmengder, som
svarer meget n¢jagtig til den konstante vedligeholdelse
af ammoniumlactatkoncentrationen. Man kan let bestemme
tilf¢rselshastigheden D3 for pumpen 12, saledes at den
ammoniakkoncentration, som ;ndf¢res, er den, der svarer
til den koncentration i ferﬁenteringsbeholderen af ammo-

niumlactat, som pa denne made sikrer opretholdelsen.

Man kan saledes vare sikker pd& at holde vakstraten pa et
ngjagtigt konstant niveau, om ¢gnsket gennem kompletteren-
de regulering af tilf¢rslen af substrat, idet man til
stadigheé holder pH konstant. Det skal her bemarkes, at
iverksazttelsen af ultrafiltreringsfasen er styret posi-
tivt ved, at kulturmediets niveau, som registreres ved
hjelp af niveaumaleren 46, saledes at ultrafiltreringen i
pakommende tilfzlde kan ske forinden eller kan fg¢lge ef-
ter modiﬁ;kationer i tilferselsforholdene, som afledes af
fastlaggelsen af et mere moderat vakstrateniveau af mal-

kesyrebakterierne.

I det efterfgplgende skal anfgres, som eksempel pa en gen-
nemfgrelse for visse malkesyrebakterier, de kritiske kon-
centrationer af ammoniumlactat for en vakstrate pa 0,35,
idet der til beskrivelse af bakterierne er anfert fglgen-

de vedrgrende deres oprindelse:

ANRZ: bakterier, der kan fas fra "Centre National de
Recherches de Zootechniques" i Jouy-en-Josas

(Frankrig):

NCDO: bakterier, der kan fas fra "National Collection of

Dairy Organisms" i Reading (England) og :
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(S.L.) betyder "Streptococcus lactis”
(S.Cr) betyder "Streptococcus cremoris"
(S.D.) betyder "Streptococcus diacetyl lactis".

Kritisk koncentration (u = 0,35)

Bakterietype (ammoniumlactat)
CNRZ 269 “(SL) 30 g/1
NCDO 763 (SL) 26 g/1
CNRZ 29 (SL) 38 g/1
NCDO 505 (SL) 38 g/1
NCDO 1198 (SL) 26 g/1
CNRZ 116 (SCr) 23 g/1
NCDO 1009 (SCr) 21 g/1
NCDO 699 (SCr) 26 g/1
CNRZ 253 (SCr) 30 g/1
NCDO 1000 (SCr) 21 g/1
NCDO 1119 (SCr) 28 g/1
NCDO 495 (SCr) 38 g/1
CNRZ 124 (SD) 28 g/1
CNRZ 125 (SD) 32 g/1

Man gar i almindelighed ud fra substrater i reservoiret 4
med den h¢jest mulige koncentration, i st¢rrelsesordenen:
(Lo) 240 g/1 (lactose)
(Ei) 80 g/1 (gzrekstrakt)
12 N (normalitet)

ammoniak (No)

Man kan i hvert enkelt tilfzlde bestemme koncentrationer-
ne af produkter, der gar ind i fermenteringsbeholderen 1;
men ligeledes og frem for alt indholdet af lactat til et-
hvert tidspunkt ved hjzlp af formlen:
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T, x 107,11 x NoO

(lactat) = 2
Vo + Tl + T2 + T3
hvori T1 = summen af substrat rumfang
T2 = summen af ammoniakvands rumfang
T3 = summen af vandrumfang
Vo = det oprindelige rumfang i fermenteringsbehol-

deren
107,11 .= molekylvagten for ammoniumlactat.

Man gennemfgrer overgangen fra den forste begyndelsesfase
med hoj vakstrate til den anden fase med mere moderat
vakstrate simpelthen ved at forgge tilferselshastigheden
af wvand D3, sdledes at man afpasser koncentrationen af
det indgéende ammoniakvand til koncentrationen af ammo-
niumlactat i fermenteringsbeholderen, hvortil anvendes

den fgplgende matematiske formel:

(No) x 107,11 x D2
D, = - (D, + D,)
3 Lactat L 2

ligesom man pa det tidspunkt om ¢nsket modificerer til-

forslen 1idt af substrat i overensstemmelse med @ndringen

i vakstraten.

I det folgende skal gives en kortfattet gennemgang af fi-

gurerne 2 til 5, som er diagrammer visende vakstraten som

funktion af tiden:

Fig. 2, som angar stammen CNRZ 269, viser en h¢j vaekstra-
te af st¢rrelsesordenen 0,77 under de forste 3 timer. Ef-
ter 5 timer og 30 minutters forlgb er lactatindhold ndet
op pad 30-g/l, og fra dette ¢jeblik har man modificeret
tilfgprelsen af vand ved at forg¢ge den med ca. 50 %; hvil-
ket har haft den virkning at reducere ammoniakkoncentra-
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tionen, hvorved der sikres en tilf¢prsel af ammoniak til
fermenteringsbeholderen, som er egnet til at holde denne
koncentration pa 30 g/l, som svarer til en vakstrate pa
0,39 fra tidspunktet 5 timer og 30 minutter til 8 timer.
Man bemarker, at ultrafiltreringen er sat i gang en lille
smule efter 4 timer. Efter fermenteringens afslutning er
den opndede koncentration af bakterier 32 g bakterietg¢r-
stof pr. kg kultur. Substratseffektivitetsfaktoren er 7,5
kg lactose pr. kg bakteriet¢rstof.

P& fig. 3, som angdr stammen CNRZ 116, bemerker man en
hepj vekstrate af st¢rrelsesordenen 0,71 pr. time under de
forste 4 timer. Efter 5 timer har indholdet af lactat
ndet 24 g/l, og fra dette ¢jeblik har man modificeret
tilf¢rslen af vand, idet man for¢ger den med 98 %, hvil-
ket har til effekt at reducere ammoniakkoncentrationen,
og saledes sikre en tilfgrsel af ammoniak til fermente-
ringsbeholderen, som er i stand til at holde denne kon-
centration pa 24 g/1, som svarer til en vakstrate pa 0,30
i timen fra tiden 5 timer til 9 timer. Man bemarker, at
ultrafiltreringen er igangsat en 1lille smule f¢r tiden 5
timer. Man har forgget tilfe¢rselshastigheden af substrat
med 7 % f¢r den 7. time. Efter fermentering var bakterie-
koncentrationen 20 g bakterietgrstof pr. kg kultur. Sub-
strateffektivitetsfaktoren er 8;4 kg lactose pr. kg bak-
terietgrstof.

Pa fig. 4, som angar bakteriestammen NCDO 1119, bemzrker
man en he¢j vakstrate af storrelsesordenen 0,70 under de
forste 4 timer. Ved den 6. time har lactatindholdet naet
28 g/1, og fra dette tidspunkt @ndrer man tilfe¢rslen af
vand, veé at forgge den med 66 %, hvilket har haft til
virkning at reducere koncentrationen af ammoniak, og sa-
ledes sikre en tilfgrsel af ammoniak til fermenteringsbe-
holderen, som er i stand til at holde denne koncentration
pad 28 g/1l, som svarer til en vakstrate pa 0,32, fra den

6. time til den 11. time. Man bemzrker, at ultrafiltre-
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ringen er blevet iverksat hen imod den 7. time. Ved fer-
menteringens afslutning er bakteriekoncentrationen 26 g
bakterietprstof pr. kg kultur. Substrateffektivitetsfak-
toren er 9,2 kg lactose pr. kg bakteriet¢rstof.

P& fig. 5, som angdr stammen CNRZ 125, bemazrker man en
h¢j vekstrate af st¢rrelsesordenen 0,80 under de 5 f¢rste
timer. En lille smule for den 8. time ndede lactatindhol-
det 32 g/l1, og fra dette tidspunkt modificerede man til-
ferslen af vand, idet man forggede den med ca. 42 %,
hvilket havde til effekt at reducere ammoniakkoncentra-
tionen og pa& denne made sikre en tilfeprsel af ammoniak
til ferménteringsbeholderen, som var i stand til at ved-
ligeholde denne Kkoncentration pad 32 g/l1, hvilket svarer
til en vakstrate pa 0,26, fra den 8. time til den 12. ti-
me. Man bemzrker, at ultrafiltreringen blev iverksat for
den 7. time. Efter fermenteringens afslutning er bakte-
riekoncentrationen 18 g bakterietgrstof pr. kg kultur.
Substrateffektivitetsfaktoren er 7,9 kg lactose pr. kg
bakteriet¢rstof.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen finder anvendelse ved
dyrkning af mikroorganismer isar ved dyrkningen af malke-
syrebakterier til mange forskellige anvendelser inden for

osteindustrien, druevinindustrien etc.
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Patentkrav:

1. Fremgangsmade til dyrkning af mikroorganismer, hvor
man til et i forvejen podet kulturmedium sztter narings-
substrat -og et neutraliseringsmiddel, som er beregnet til
at holde kulturmediets pH Kkonstant, alt fortyndet med
vand, og hvor man pd kulturmediet gennemfgrer ultrafil-
trering til delvis fjernelse af et dannet, inhiberende
middel under i det mindste en del af mikroorganismernes
udviklingsfase, idet man sikrer en vakstrate for mikroor-
ganismerrte i KkKulturmediet udvisende en h¢j verdi i en
forste fase af begyndelsesudviklingen samt i en efterf¢l-
gende fase en moderat og konstant verdi, k e n d e-

tegnet ved, at man:
a) holder pH pa& 5,5-7,5 under hele dyrkningsfasen;

b) regulerer tilf¢rslen af substrat og af vand i forhold
til tilf¢rslen af neutraliseringsmiddel ved en stadig
analyse af koncentrationen af det inhiberende middel, som

er resultatet af neutraliseringsmidlets virkning;

c) indf¢rer alle navnte komponenter direkte i en fermen-

teringsbeholder under hele fremstillingen;
d) holder den moderate vakstrate mellem 0,10 og 0,50;

e) bestemmer pabegyndelsen af dyrkningsfasen med moderat
vekstraté ved opnaelse af en Kritisk koncentration:af det
inhiberende middel i kulturmediet svarende til den maxi-
malt tilladelige koncentration ved den valgte moderate

vaekstrate, og

f) styrer i det mindste den vasentlige fase af ultrafil-
treringen sdledes, at der opretholdes et konstant rumfang

af kulturmediet, hvori den samlede m@ngde dyrkede mikro-
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organisme befinder sig.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k e n de tegnet
ved, at den mere moderate vekstrate er mellem 0,15 og

0,45.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, k en d e t.eg net
ved, at den mere moderate vakstrate er mellem 0,20 og

0,40.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 3, k e n de tegnet

ved, at den mere moderate vakstrate er mellem 0,30 og

0,35.

5. Fremgangsmdde ifglge ethvert af kravene 1-4, k e n-

detegnet ved, at mengden af substrat og vand hol-
des pa& konstante vardier i forhold til mengden af neutra-
liseringsmiddel under den fgrste udviklingsfase med he¢j
vekstrate samt pd andre indbyrdes forholdsverdier under
hele den efterfglgende udviklingsfase med mere moderat
vakstrate, under hvilken den relative mengde af vandet
forpges desto mere, jo svagere man velger den maximalt

tilladelfge koncentration af inhiberende middel.

6. Fremgangsmade ifglge krav 1, k e n detegnet
ved, at man f¢r ultrafiltreringen gennemfprer en forudga-
ende udviklingsfase af Kulturmediet med voksende rumfang
ud fra et begyndelsesrumfang, indtil man opnar det maxi-
male rumfang, hvorpa man ivarksatter ultrafiltreringen.

7. Fremgangsmadde ifglge krav 1, k end e t egne t
ved, at ultrafiltreringen f¢rst bevirker en rumfangsre-
duktion af kulturmediet, hvorpé der opretholdes en kon-

stant middelverdi af dette sdledes reducerede rumfang af

kulturmediet.
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8. Fremgangsmade ifgplge krav 7, k e n d e t e g ne t
ved, at man, nadr ultrafiltreringen er afsluttet, fortsat-
ter tilfe¢rslerne til kulturmediet indtil opnéelse af et

niveau, der svarer til det maximale rumfang.

9. Fremgangsmdade til dyrkning af malkesyrebakterier, hvor
man til et i forvejen podet kulturmedium satter nzrings-
substrat, der med fordel indeholder lactose og ger, og
ammoniak eller natriumhydroxid, der udg¢r et neutralise-
ringsmiddel, som er beregnet til at holde Kkulturmediets
pH pad en konstant verdi, alt fortyndet med vand, og hvor
man underkaster kulturmediet ultrafiltering til delvis
fjernelse af dannet ammonium- eller natriumlactat under i
hvert fald en del af udviklingsfasen for malkesyrebakte-
rierne, og hvorved man sikrer sig en vakstrate for bakte-
rierne i kulturmediet udvisende en h¢j vaerdi i en fgrste
fase af begyndelsesudviklingen samt i en efterfglgende
fase en mere moderat og konstant verdi, kend e t e g-

net ved, at man:
a) holder pH i kulturmediet pé& en vardi mellem 6 og 7;

b) regulerer tilfe¢rslen af substrat og af vand i forhold
til tilfe¢rsel af ammoniak eller natriumhydroxid forudre-
guleret, som angivet under a), ved en stadig analyse af
koncentrationen af ammonium- eller natriumlactat fremkom-
met ved ammoniakkens eller natriumhydroxidets virkning pa

den under lactosenedbrydningen dannede mzlkesyre;

c) indf¢rer alle navnte komponenter direkte i en fermen-

teringsbeholder under hele fremstillingen;
d) holder den moderate vakstrate mellem 0,10 og 0,50;
e) bestemmer pdbegyndelsen af dyrkningsfasen med mere mo-

derat vakstrate ved opndelse af en kritisk koncentration

af ammonium- eller natriumlactat i kulturmediet, idet den
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kritiske ammoniumlactatkoncentration er pa mellem 19 g/1
for en vakstrate pa 0,50 og 54 g/l for en vakstrate pa
0,10, og-

f) styrer i det mindste den vasentlige fase af ultrafil-
treringen sdledes, at der opretholdes et konstant rumfang
af kulturmediet, hvori den samlede mangde dyrkede mikro-

organismer befinder sig.

10. Fremgangsmdde ifglge krav 9, k e n de tegnet
ved, at lactosekoncentrationen i kulturmedier under ud-
viklingsfasen med mere moderat vakstrate er pd mellem 50
g/l (svarende til en v&kstrate pa 0,10) og 18 g/l (sva-
rende til en vakstrate pa 0,50), og at gazrekstraktkoncen-
trationeri er p& mellem 8 g/l (svarende til en vakstrate
pad 0,10) og 18 g/1 (svarende til en vakstrate pa 0,50),
idet ammoniakkoncentrationen er mellem 0,5 N (svarende
til en vakstrate pa 0,10) og 0,18 N (svarende til en
vaekstrate pa 0,50).
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